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Vorbemerkung

Bei dieser Dissertation handelt es sich um einen Manteltext zu der Publikation ,Predicting
sinusoidal obstruction syndrome after allogeneic stem cell transplantation with the EASIX
biomarker panel, verdffentlicht in: Haematologica / Januar 2020. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stammen aus der genannten Veréffentlichung.



Abstract

Deutsch

Das sinusoidale Obstruktionssyndrom/die vendse okklusive Leberkrankheit (SOS/VOD) z&hlt zu
den frihen Komplikationen  endothelialen ~ Ursprungs  nach  hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (HSZT). Bei schwerem Verlauf von SOS/VOD ist die Mortalitat hoch.
Medikamente zur Prophylaxe sind verflgbar, weshalb die Identifizierung von Risikopatienten
sinnvoll ist. Der ,Endothelial Activation and Stress Index’, kurz EASIX, ist ein aus den Parametern
Laktatdehydrogenase, Kreatinin und Thrombozytenzahl bestehender Score, mit dem

endotheliale Schadigungen erfasst werden.

Wir untersuchten, ob in zwei unabhangigen Kohorten von Empféangern einer allogenen HSZT
(alloHSZT) der EASIX-Score am Tag der Transplantation (EASIX-dO) signifikant mit der
SOS/VOD-Inzidenz, dem Gesamtuberleben (OS) und der Nicht-Rezidiv-Mortalitat (NRM)
zusammenhdangt. EASIX-d0 wurde mit den pradiktiven Fahigkeiten des kirzlich etablierten ,VOD
Risk Calculator’ des CIBMTR verglichen. In einer dritten Kohorte untersuchten wir den Effekt von
Pravastatin und Ursodesoxycholsaure (UDCA) auf die SOS/VOD-Inzidenz und das Uberleben
nach alloHSZT.

Die kumulative Inzidenz von SOS/VOD innerhalb von 28 Tagen nach alloHSZT betrug 9,6% in
der Trainingskohorte (Berlin, 2013-2015, n = 446) und 8,4% in der Validierungskohorte
(Heidelberg, 2001-2009, n = 380). EASIX-dO war in beiden Kohorten signifikant mit der
SOS/VOD-Inzidenz, dem OS und der NRM assoziiert. Im Gegensatz dazu war in beiden Kohorten
keine statistisch signifikante Assoziation des VOD Risk Scores des CIBMTR mit den Endpunkten
SOS/VOD Inzidenz, OS oder NRM vorhanden. In der dritten Kohorte (Heidelberg, 2010-2015, n
= 359) mit Pravastatin/lUDCA-Gabe war die kumulative SOS/VOD Inzidenz mit 1,7% signifikant
geringer im Vergleich zu der Trainings- und Validierungskohorte. Auch das OS und die NRM
waren signifikant verbessert im Vergleich zu Patienten ohne Pravastatin/lUDCA-Prophylaxe.

Dieser protektive Effekt war besonders bei Patienten im héchsten EASIX-d0O-Quartil ausgepragt.

EASIX-dO stellt den ersten validierten Risikoscore dar, der Risikopatienten fir SOS/VOD nach
alloHSZT identifiziert. Die Gabe von Statin/lUDCA scheint insbesondere bei Patienten mit

erhohtem Risiko fir SOS/VOD eine praventive Wirkung zu haben.



English

Sinusoidal obstruction syndrome/veno-occlusive disease (SOS/VOD) is an early complication of
endothelial origin after hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Severe SOS/VOD is
associated with high mortality. Preventive medications are available, therefore the identification
of patients at high risk for SOS/VOD would be beneficial. The ,Endothelial Activation and Stress
Index’ (EASIX) is a score based on the parameters lactate dehydrogenase, creatinine and

thrombocyte count that captures endothelial damage.

We studied if EASIX assessed on the day of HSCT (EASIX-dO0) is significantly associated with
SOS/VOD incidence, overall survival (OS) and non-relapse mortality (NRM) in two independent
cohorts of patients receiving allogeneic HSCT (alloHSCT). EASIX-d0 was compared to the
recently established ,VOD Risk Calculator' by the CIBMTR. In a third cohort, we studied the
effects of pravastatin and ursodeoxycholic acid (UDCA) on SOS/VOD incidence and survival after
alloHSCT.

The cumulative incidence of SOS/VOD within 28 days after alloHSCT was 9.6% in the training
cohort (Berlin, 2013-2015, n = 446) and 8.4% in the validation cohort (Heidelberg, 2001-2009, n
= 380). EASIX-d0 was significantly associated with SOS/VOD incidence, OS and NRM in both
cohorts. In comparison, the VOD Risk Score by the CIBMTR was not significantly associated with
the endpoints SOS/VOD incidence, OS or NRM in either cohorts. In the third cohort (Heidelberg,
2010-2015, n = 359), the cumulative SOS/VOD incidence was significantly lower at 1.7%
compared to the training and validation cohort. Also, the OS and NRM was significantly improved
compared to patients not receiving pravastatin/UDCA as prophylaxis. This protective effect was

especially distinct in patients within the highest EASIX-d0 quatrtile.

EASIX-dO constitutes the first validated risk score for identifying patients at risk for SOS/VOD
after alloHSCT. Statins/lUDCA seem to have a prophylactic effect especially in patients at high
risk for SOS/VOD.
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1 Aktueller Forschungsstand

1.1 Einleitung

Das sinusoidale Obstruktionssyndrom (SOS) bzw. die vendse okklusive Leberkrankheit (veno-
occlusive disease, VOD) ist eine Form der Leberschadigung, die vorwiegend durch toxische
Nebenwirkungen der Konditionierungstherapie vor hdmatopoetischer Stammzelltransplantation
(HSZT) verursacht wird. Im Bereich der Zentralvenen kommt es zu einer Obstruktion der
hepatischen Sinusoide durch geschadigte sinusoidale Endothelzellen. Die Erkrankung
manifestiert sich typischerweise mit den Symptomen schmerzhafte Hepatomegalie, Ikterus und
Aszites. [1-4]

Es handelt sich um eine seltenere Friihkomplikation nach HSZT (mittlere Inzidenz 13,7%), die
jedoch in schwerwiegenden Fallen mit einer hohen Mortalitat einhergeht (Mortalitét bei schwerem
SOS/VOD: 84,3%) [5].

1.2 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Der Begriff ha&matopoetische Stammzelltransplantation umfasst jegliche Prozedur der
Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen von einem Spender an einen Empfanger
mit dem Ziel des Ersetzens des immunologischen und hamatopoetischen Systems des
Empfangers durch den des Spenders [6,7]. Es wird zwischen allogenen und autologen HSZTs
unterschieden [8]. Bei der allogenen HSZT (alloHSZT) unterscheiden sich Spender und
Empfanger genetisch voneinander, wahrend bei der autologen HSZT (autoHSZT) Spender und

Empfanger identisch sind [8].

1.2.1 Indikationen

Eine HSZT stellt ein etabliertes Verfahren zur Behandlung maligner und nicht-maligner
hamatologischer Erkrankungen dar [6,8]. Die alloHSZT wird am haufigsten bei akuter myeloischer
Leukamie (38%) eingesetzt, gefolgt von akuten lymphatischen Leukdmien (16%) und
myelodysplastischen oder myeloproliferativen Syndromen (11%) [9]. Zu den haufigsten
Indikationen fir eine autologe HSZT zahlen Plasmazellerkrankungen (52%), Non-Hodgkin-
Lymphome (28%) und Hodgkin-Lymphome (9%) [10,11].

1.2.2 Durchfiihrung

Nach Auswahl eines geeigneten Stammzellspenders werden dem Spender die Stammzellen
entnommen. Als Stammzellquelle stehen drei Optionen zur Verfigung: Knochenmark, durch
Granulozyten-koloniestimulierender Faktor mobilisierte periphere hdmatopoetische Stammzellen
und Nabelschnurblut-Transplantate. Der Ablauf einer alloHSZT kann in drei Phasen gegliedert

werden. [8]
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1.2.2.1 Konditionierung

Die erste Phase besteht in der Konditionierung. Dabei handelt es sich um eine Prozedur, die der
eigentlichen Stammzelltransplantation vorangeht und zu deren Vorbereitung dient. Die
Konditionierung erfolgt durch Chemotherapie mit oder ohne Radiotherapie, um klassischerweise
folgende Ziele zu erreichen: Behandlung der hamatologischen Erkrankung durch Elimination
maligner Zellen, Immunsuppression um das Engraftment (Anwachsen der Spenderstammzellen)
zu ermoglichen und einer Absto3ung sowie einer Graft-versus-Host Erkrankung (graft-versus-
host disease, GVHD) vorzubeugen und Schaffung von Stammzell-,Nischen® im Knochenmark

des Empfangers fiir die zu transplantierenden Stammzellen durch Myeloablation. [11-13]

Die Konditionierung erfolgte urspriinglich stets in myeloablativer Form (myeloablative
conditioning, MAC) [11]. Nachdem die anti-leukamische Wirkung durch Spenderzellen (graft-
versus-leukemia (GVL)-Effekt) nachgewiesen werden konnte, wurden weniger intensive
Konditionierungsregime etabliert: nicht-myeloablative (NMA) und intensitatsreduzierte (reduced
intensity  conditioning, RIC) Regime [14]. Durch diese weniger intensiven
Konditionierungsverfahren konnte die Toxizitat und transplantationsassoziierte Mortalitét
reduziert werden, indem die Elimination von Tumorzellen hauptsachlich durch den GVL-Effekt
erfolgt [11,12,15,16]. Auf diese Weise konnte in den letzten zwei Dekaden die alloHSZT auch
alteren und vorerkrankten Patienten zuganglich gemacht werden [11].

Per Definition bewirkt eine MAC eine irreversible Zerstérung des Knochenmarks, wodurch es
ohne HSZT nicht zu einer hamatopoetischen Rekonstitution kommt. Ein NMA-Regime erzeugt
eine gering ausgepragte Zytopenie, die keiner HSZT bedarf. Alle Konditionierungsregime, die
nicht der MAC oder der NMA-Konditionierung zugeordnet werden kénnen, gelten als RIC.
[11,15,16]

Die haufigsten Regime der myeloablativen Konditionierung bestehen aus Cyclophosphamid plus
zwolf Gray Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation, TBI) oder Busulfan plus
Cyclophosphamid [11,15-17]. Die Standard TBI-basierende NMA-Kombination besteht aus zwei
Gray TBI plus Purinanalogon (zum Beispiel Fludarabin) [16]. Beispiele fur RIC-Verfahren stellen
unter anderem Fludarabin plus niedrigdosiertes Busulfan oder Fludarabin plus Melphalan dar
[15,17].

1.2.2.2 Transplantation
Nach der Konditionierung folgt die zweite Phase, die Transplantation von hadmatopoetischen
Stammzellen. Sie erfolgt, unabhangig von der Stammzellquelle, durch Infusion (ber einen

zentralvendsen Katheter. [11]
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1.2.2.3 Nachbehandlung

Der Transplantation schlief3t sich als dritte Phase die Nachbehandlung inklusive Pravention und
Management eines Rezidivs an [11]. Infolge der Konditionierungstherapie kommt es bei
alloHSZT-Patienten zu einer ausgepragten Panzytopenie, die je nach Intensitat der
Konditionierung und Stammzellquelle Tage bis Wochen andauern kann [18]. Deshalb werden
Stammzellempféanger in der Peritransplantationszeit transfusionspflichtig, wobei hauptsachlich
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate verabreicht werden [11,19]. Erythrozyten-,
Thrombozytenkonzentrate und Fresh Frozen Plasma sollten leukozytendepletiert sein, um unter
anderem febrile Transfusionsreaktionen und eine Immunisierung gegen Leukozytenantigene zu
verhindern [11]. Zusatzlich mussen alle zellularen Blutprodukte bestrahlt werden, um eine
transfusionsassoziierte GVHD zu vermeiden [18,20]. Das Infektionsrisiko ist als Folge der
Konditionierung neben der Leukopenie zuséatzlich durch Schleimhautschaden erhoht, die es
Erregern der kommensalen Flora erleichtern, in die Blutstrombahn einzudringen [18]. Neben der
Konditionierung fuhrt die immunsuppressive Therapie zur Pravention von GVHD und die GVHD
selbst zu einer Schwéachung der Immunkompetenz von HSZT-Patienten [18]. Zur Vorbeugung
von Infektionen missen standardmafige HygienemalRnahmen, wie das Tragen von persoénlicher
Schutzausristung, eingehalten werden [11]. Zusatzlich werden Stammzellempfanger in

Einzelzimmern, mdglichst mit Ventilationssystem, isoliert [11].

Ein wesentlicher Bestandteil der Nachsorge besteht in der GVHD-Prophylaxe [11]. Die
medikamentdse Prophylaxe besteht aus immunsuppressiven Substanzen wie Ciclosporin A plus
Methotrexat nach MAC oder Ciclosporin A plus Mycophenolat-Mofetil nach RIC bzw. NMA [11].
Weiterhin  wird insbesondere nach alloHSZT eines nichtverwandten Spenders
Antithymozytenglobulin zur GVHD-Prophylaxe angewendet [11]. Diese Medikamente tragen

wesentlich zum oben erwahnten erhéhten Infektionsrisiko bei [18].

1.3 Fruhe Komplikationen endothelialen Ursprungs
SOS/VOD wird zusammen mit einer Anzahl an Komplikationen, die friih nach HSZT auftreten,
aufgrund ihrer gemeinsamen endothelialen Pathophysiologie in einer Gruppe zusammengefasst

[11,21]. Sie teilen sich folgende Eigenschaften:

e Sie entstehen friih nach HSZT (zwischen Tag 0 und Tag +100).

e Sie werden anhand klinischer Symptome diagnostiziert und daher als Syndrome
beschrieben. Die klinischen Zeichen Uberschneiden sich, weswegen die Zuordnung zu
einem Syndrom teilweise schwierig sein kann.

e Sie scheinen pathophysiologisch ihren Beginn auf kapillarer Ebene zu haben, entweder

systemisch oder organbezogen.
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e Wenn sie nicht adaquat behandelt werden, kdnnen sie in ein irreversibles

Multiorganversagen munden. [11,21]

Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass die ersten pathophysiologischen
Veranderungen bei SOS/VOD die endothelialen Zellen der hepatischen Sinusoide betreffen [22].
Wahrend einer HSZT werden Endothelzellen aktiviert und geschadigt [21]. Das sich
manifestierende klinische Syndrom ist davon abhangig, ob diese Endothelschadigungen in einem
Organ oder systemisch stattfinden [21]. Daher konnen die folgenden Komplikationen nach HSZT

als ,frihe Komplikationen endothelialen Ursprungs‘ zusammengefasst werden:

e SOS/VOD

e Kapillarlecksyndrom

e Engraftment-Syndrom

o Diffuse alveolare Hamorrhagie

e Transplantationsassoziierte thrombotische Mikroangiopathie

o Posteriores reversibles Enzephalopathie-Syndrom

¢ Initial auch: Idiopathisches Pneumonie Syndrom

e Zuklnftig eventuell: GVHD, da sich immer mehr Hinweise ergeben, die eine endotheliale

Dysfunktion als Ursache fir die GVHD nachweisen. [11,21]

1.4 Sinusoidales Obstruktionssyndrom/vendse okklusive Leberkrankheit
(SOS/VOD)

1.4.1 Atiologie und Pathogenese

Die Entstehung von SOS/VOD ist auf die Aktivierung und Schadigung von sinusoidalen
Endothelzellen zurlickzufihren, die hauptséachlich durch die Konditionierungstherapie vor HSZT
und ihre Folgen verursacht werden [23]. Zu den endothelschadigenden Wirkungen zahlen die
Chemotherapie und Bestrahlung wahrend der Konditionierung, die Zytokinausschittung aus
geschadigtem Gewebe, das Passieren von Erregern durch geschadigte Schleimhéaute, bestimmte
Medikamente wie Granulozyten-koloniestimulierender Faktor oder Calcineurin-Inhibtoren, der
Engraftment-Prozess, sowie immunologische Reaktionen (bei alloHSZT) [21,23-26]. Diese
Faktoren bewirken eine physiologische Aktivierung von Endothelzellen [23]. Halt die Wirkung
jedoch an, kann die dauerhafte Aktivierung von Endothelzellen zu Endothelschaden fiihren: Es
kommt zu Lasionen im sinusoidalen Endothel [21], welche zu einem vermehrten Austritt von
zelluléaren Blutbestandteilen in den Dissé-Raum unterhalb der Endothelzellen fuhrt [23]. Die
Endothelzellen ragen in die hepatischen Sinusoide hinein und lI6sen sich ab, sodass es zu einer
Obstruktion der Sinusoide kommt [23]. Nachweislich halten pro-inflammatorische und pro-
apoptotische Veranderungen an Endothelzellen nach alloHSZT langer an als bei autoHSZT [27],

sodass Alloreaktivitat als schadigender Faktor fur Endothelzellen gewertet wird [28]. Zusétzlich
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zu den direkten Schadigungen an sinusoidalen Endothelzellen tragt die Dysfunktion des
Glutathionsystems der Hepatozyten ebenfalls direkt zur Entstehung von SOS/VOD bei [29,30].
Der Glutathionstoffwechsel der Hepatozyten ist wesentlicher Bestandteil der Elimination von
toxischen  Metaboliten  von  beispielsweise  Cyclophosphamid [29,30]. Ist der
Glutathionstoffwechsel durch Leberfunktionseinschréankungen, Busulfan oder TBI beeintrachtigt,
fuhrt dies zur Akkumulation von toxischen Cyclophosphamidmetaboliten, die direkt die

Hepatozyten selbst sowie die sinusoidalen Endothelzellen schadigen [29].

1.4.2 Pathophysiologische Folgen

Die Obstruktion der Sinusoide fluhrt pathophysiologisch zu einem erhéhten Widerstand des
sinusoidalen ventdsen Blutflusses [5,31]. Dies hat eine portale Hypertension,
Leberfunktionseinschrankungen mit Hepatomegalie und schlieR3lich Aszitesbildung zur Folge [3].
Es besteht die Gefahr eines hepatorenalen Syndroms, das in ein Multiorganversagen minden

kann, welches mit einer hohen Mortalitat assoziiert ist [31,32].

1.4.3 Risikofaktoren
Die Risikofaktoren fiir die Entstehung von SOS/VOD kdnnen in drei Kategorien eingeteilt werden:
Die Transplantation, den Patienten/seine Erkrankung und die Leber betreffend [23,33].

Transplantationsassoziierte Risikofaktoren:

e Intensitat des Konditionierungsverfahrens und die eingesetzten Medikamente
o Orales oder hochdosiertes Busulfan, Busulfan plus Cyclophosphamid
o MAC
o Unfraktionierte oder hochdosierte TBI (2zwdlf Gray)
o Gabe von Fludarabin
o Art der GVHD-Prophylaxe: Calcineurininhibitor  plus  Sirolimus >
Calcineurininhibitor allein [11,23,33,34]
e Hohere Alloreaktivitat
o AlloHSZT > autoHSZT
o Nichtverwandter Spender
o HLA (humanes Leukozyten-Antigen)-Mismatch
o Nicht-T-Zell-depletiertes Stammzelltransplantat [5,35,36]
e Zweite alloHSZT [23,33]

Patienten- und erkrankungsassoziierte Risikofaktoren:

e Hoheres Lebensalter
¢ Verminderter Karnofsky-Score (<90)

e Metabolisches Syndrom
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e Maénnliches Geschlecht

e Fortgeschrittene hamatologische Erkrankung (lUber der zweiten kompletten Remission
hinaus oder Rezidiv)

e Cytomegalievirus-Serologie positiv

e Einsatz von Norethisteron bei Frauen

e Gen-Polymorphismus (Glutathion-S-Transferase T1 und T2, Heparanase)

e Thaldssamie

e Mangel an Antithrombin-lll und/oder gewebespezifischem Plasminogenaktivator sowie
aktivierte Protein-C-Resistenz [23,33]

Leberassoziierte Risikofaktoren:

e Leberfunktionseinschrankungen vor HSZT: erh6hte Bilirubin und Transaminasen-Werte
o Zum Beispiel bei Leberzirrhose, aktiver viraler Hepatitis, nach vorangegangener
abdominaler oder hepatischer Bestrahlung, Gabe von hepatotoxischen
Medikamenten wie Gemtuzumab Ozogamicin

e Erhohte Ferritinwerte und Eiseniiberladung [23,33]

1.4.4 Klinik

Das klinische Syndrom SOS/VOD zeichnet sich durch die Symptome Gewichtszunahme, Aszites,
schmerzhafte Hepatomegalie und lkterus aus [1,34]. Die Schwere des Auftretens reicht von einer
milden, reversiblen Form lber eine schwere Auspragung mit Multiorganversagen bis hin zum Tod
[5]. SOS/VOD tritt meist als frihe Komplikation innerhalb von drei Wochen nach HSZT auf, wobei
es in 15-20% der Féalle spater auftritt [35].

Typischerweise stellt eine Gewichtszunahme das erste Symptom von SOS/VOD dar [31,37]. Sie
tritt in 90-95% der Falle und Ublicherweise circa sechs bis acht Tage nach HSZT auf [31,37].
AnschlieBend ist eine Hyperbilirubinamie unterschiedlichen Ausmal3es in 98% der Patienten mit
SOS/VOD festzustellen [31], die von einem lkterus begleitet wird [34]. Der Aszites und die
Gewichtszunahme sprechen meist nicht auf diuretische Mal3nahmen an [37]. Um Tag +12 nach
HSZT entwickeln 50-75% der Patienten abdominelle Schmerzen, meist im rechten oberen
Quadranten [31]. Diese durch Hepatomegalie verursachten Schmerzen sind haufig das einzige
Symptom, von denen Patienten berichten [37]. Bei einer kdrperlichen Untersuchung prasentiert
sich eine vergrofRerte und dolente Leber, jedoch ist die Hepatomegalie h&aufig erst durch
bildgebende Verfahren darstellbar [31]. Uber 50% der SOS/VOD-Patienten entwickeln im Verlauf
ein mildes bis schweres Nierenversagen, 50% von ihnen werden dialysepflichtig [31,37]. Ein
haufiger Nebenbefund ist eine Thrombozytopenie, die trotz der Gabe von
Thrombozytenkonzentraten refraktar bleibt [34,37]. Bei schwerem SOS/VOD entwickeln

Patienten haufig Dysfunktionen von mehr als einem Organsystem [1]. Ein Multiorganversagen ist
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eine mdgliche Folge des hepatorenalen Syndroms, das sich bei Patienten mit schwerem
SOS/VOD entwickeln kann [1]. Im frihen Stadium manifestiert sich eine Natriumretention, das
von Odemen, Herzinsuffizienz, pulmonalen Infiltraten, Hypoxie mit Sauerstoffpflichtigkeit und

Enzephalopathie gefolgt werden kann [1,34].

1.4.5 Diagnostische Kriterien

Infolge der Erstbeschreibung von SOS/VOD als direkte Komplikation nach HSZT im Jahre 1979
[38,39] etablierten zwei voneinander unabhangige Forscherteams jeweils diagnostische Kriterien
[3,4], um eine histologische Sicherung der Diagnose verzichtbar zu machen (siehe Tabelle 1,
modifiziert nach Coppell et al. [5]). [5] Abh&ngig von den angewandten Diagnosekriterien ergaben
sich in einer Meta-Analyse zur SOS/VOD-Inzidenz deutliche Unterschiede: 17,3% bei
Anwendung der Seattle-Kriterien und 9,6% mit den Baltimore-Kriterien [5]. Die niedrigere Inzidenz
bei Anwendung der Baltimore-Kriterien spiegelt deren strengere Definition der SOS/VOD-
Diagnose wider, da eine Hyperbilirubinamie im Gegensatz zu den Seattle-Kriterien obligat ist
[3,4]. Per Definition erflllen Patienten, die anhand der Baltimore-Kriterien eine SOS/VOD-
Diagnose erhalten, gleichzeitig die Seattle-Kriterien [3,4]. Andersherum gilt dies nicht [3,4].
Werden die Baltimore-Kriterien zur Diagnose von SOS/VOD herangezogen, fuhrt dies zu einer
geringeren Variation der SOS/VOD-Inzidenz (mittlere Inzidenz 9,6%; 95% CI, 8,8%-10,4%;
Spannweite 0-28,9%) als bei den Seattle-Kriterien (mittlere Inzidenz 17,3%; 95% CI, 16,7%-
17,9%; Spannweite 0-62,3%) [5].

Da sich SOS/VOD in einer unterschiedlichen Schwere manifestiert und auch nach den ersten 21
Tagen nach Transplantation auftreten kann, besteht die Gefahr, dass es mit den zwei oben
genannten Kriterien nicht ausreichend erfasst wird. Daher wurden von der EBMT (European
Society for Blood and Marrow Transplantation) im Jahre 2016 neue Diagnosekriterien
vorgeschlagen (Tabelle 2). Diese neuen Diagnosekriterien erfassen nun auch das sogenannte
late-onset (spat auftretende) SOS/VOD, welches tber 21 Tage nach HSZT auftritt, und sollen fir
mehr Einheitlichkeit in der Diagnostik sorgen. Fir das klassische SOS/VOD, das innerhalb der
ersten 21 Tage nach HSZT auftritt, behielten die Autoren die Baltimore-Kriterien bei. Zur
Feststellung eines late-onset SOS/VOD dienen ebenfalls die Baltimore-Kriterien. Jedoch fehlt
eine Hyperbilirubindmie haufig beim late-onset SOS/VOD, sodass ein erhéhter Bilirubinwert von
=2 mg/dl nicht mehr erforderlich ist, vorausgesetzt hamodynamische und/oder sonographische
Beweise fur SOS/VOD liegen vor. Des Weiteren stellt die histologische Sicherung von SOS/VOD
weiterhin den Goldstandard dar. [33]
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Tabelle 1 Klinische diagnostische Kriterien fir SOS/VOD.

Adaptiert aus Coppell et al. [5]

Originale Seattle-Kriterien [3]

Baltimore-Kriterien [4]

Auftreten von zwei oder mehr der folgenden
Kriterien innerhalb von 30 Tagen nach HSZT:
e Bilirubin 22 mg/dI
e Hepatomegalie, Schmerz im rechten
oberen Quadranten
e Aszites und/oder anderweitig nicht
erklarbare Gewichtszunahme von >2%

des Ausgangsgewichts

Modifizierte Seattle-Kriterien:

Tagen nach HSZT [40].

Auftreten der

oben genannten Merkmale innerhalb von 20

Bilirubin 22 mg/dl innerhalb von 21 Tagen nach
HSZT plus mindestens zwei der folgenden
Kriterien:

¢ Hepatomegalie (meist schmerzhaft)

e Aszites

e Gewichtszunahme >5% vom

Ausgangsgewicht

Tabelle 2 Neue diagnostische Kriterien des EBMT fir SOS/VOD bei Erwachsenen.

Adaptiert aus Mohty et al. [33]

Klassisches SOS/VOD (innerhalb der ersten
21 Tage nach HSZT)

Late-onset SOS/VOD (>21 Tage nach HSZT)

Bilirubin =2 mg/dl innerhalb von 21 Tagen nach
HSZT plus mindestens zwei der folgenden
Kriterien:

e Hepatomegalie (meist schmerzhaft)

e Aszites

e Gewichtszunahme >5% vom

Ausgangsgewicht

e Klassisches SOS/VOD spater als 21
Tage nach HSZT
ODER
e Histologisch gesichertes SOS/VOD
ODER
e 22 der folgenden Kriterien liegen vor:
o Bilirubin 22 mg/dl
o Schmerzhafte Hepatomegalie
o Aszites
UND hamodynamischer und/oder
sonographischer Nachweis eines
SOS/VOD

1.4.6 Epidemiologie

In einer umfassenden systematischen Auswertung von 135 Studien zur SOS/VOD-Inzidenz nach
HSZT mit Patientenzahlen >50 in den Jahren 1994-2007 ergab sich eine mittlere SOS/VOD-
Inzidenz von 13,7% (95% CI, 13,3%-14,1%; Spannweite 0-62,3%) [5]. Wie bereits oben

18



aufgefuihrt, ergaben sich deutliche Unterschiede abhangig von den angewandten
Diagnosekriterien [5]. Die groRte multizentrische prospektive Studie zur SOS/VOD-Inzidenz des
EBMT im Jahre 1998 ergab eine geringere Inzidenz von 5,3% (95% ClI, 4,2%-6,4%) [36]. Beide
Studien fuhrten zu dem Ergebnis, dass alloHSZT-Empfanger eine hohere SOS/VOD-Inzidenz im
Vergleich zu autoHSZT-Patienten haben (12,9% versus 8,7%; p <0,001 [5] bzw. 8,9% versus
3,1%; p <0,0001 [36]). Ebenso fuhrt eine alloHSZT nach MAC haufiger zu SOS/VOD als eine
nach RIC-Regime (Inzidenz von 10-15% versus <5%) [23].

1.4.7 Prognose

Bei den meisten SOS/VOD-Patienten (50-80%) entwickelt sich die Erkrankung allmahlich
innerhalb von zwei bis drei Wochen zurtick [31,37]. Die tbrigen 20-50% der Patienten versterben
mit SOS/VOD [31]. Etwa 2/3 von den Verstorbenen entwickelten ein Multiorganversagen,
weswegen die hauptsachliche Todesursache haufig nicht eindeutig zu benennen ist [31]. Die
Prognose ist stark von der Schwere der Erkrankung abhangig: In einer Analyse von McDonald et
al. ergaben sich Mortalitatsraten von 9% bei mildem SOS/VOD, 23% bei moderatem SOS/VOD
und 98% bei schwerer Erkrankung [40]. In der systematischen Auswertung von Coppell et al.
ergab sich aus 19 Studien eine Gesamtmortalitét von 84,3% bei schwerem SOS/VOD, wobei die

haufigste Todesursache Multiorganversagen war [5].

1.4.8 Therapie und Pravention

1.4.8.1 Therapie

SOS/VOD ist eine potentiell lebensbedrohliche Komplikation nach HSZT, sodass eine Therapie
so zeitnah wie mdglich eingeleitet werden muss [23]. Grundlegende therapeutische Malinahmen
bestehen aus der supportiven Therapie, also dem Flussigkeits- und Elektrolytmanagement, dem
Vermeiden bzw. Absetzen von hepato- und nephrotoxischen Medikamenten und gegebenenfalls
der vorsichtigen Gabe von Diuretika bei aszitesbedingter progressiver Gewichtszunahme
[23,34,41].

Zur pharmakologischen Therapie ist Defibrotide als aktuell einziges Medikament flr die Therapie
von SOS/VOD zugelassen: In den USA besteht die Zulassung fur die Therapie von SOS/VOD
nach HSZT bei Patienten mit gleichzeitiger renaler oder pulmonaler Dysfunktion [42], wahrend
Defibrotide in der Européischen Union fir die Therapie von schwerem SOS/VOD nach HSZT bei
Patienten Uber einem Lebensmonat zugelassen ist [43]. Defibrotide ist ein einstrangiges
Oligodesoxyribonukleotid, das aus Schweinemukosa gewonnen wird und antithrombotische,
thrombolytische, antiinflammatorische und antiischamische Wirkungen aufweist [41]. Es bindet
und wirkt vorrangig am vaskularen Endothel [41]. Der Uberlebensvorteil und eine hohere
Remissionsrate nach SOS/VOD durch die Gabe von Defibrotide konnte bei Erwachsenen und

Kindern nachgewiesen werden [44—47]. Es gilt die Empfehlung, Defibrotide in vier Dosen pro Tag
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(alle sechs Stunden) von jeweils 6,25 mg/kg (entspricht 25 mg/kg/Tag) als zwei-Stunden-
Infusionen zu verabreichen [42,43]. Es wird eine Therapiedauer von 21 Tagen empfohlen [42,43].
Defibrotide weist ein giinstiges Nebenwirkungsprofil auf, da es insbesondere das Blutungsrisiko
nicht erhéht [48]. Je friiher die Therapie mit Defibrotide nach SOS/VOD-Diagnose eingeleitet wird,
desto hoher ist das Uberleben an Tag +100 (Uberlebensunterschied an Tag +100 bei
Behandlungsbeginn innerhalb von <2 Tagen im Vergleich zu >2 Tagen von bis zu 25,6% [49])
[47,49].

In der Literatur wurden zahlreiche weitere Wirkstoffe hinsichtlich ihrer therapeutischen
Wirksamkeit bei SOS/VOD untersucht: Darunter gehdren Medikamente zur Antikoagulation wie
Antithrombin-Ill [50-53], Prostaglandin E1 (in Kombination mit Heparin) [54], Aktivatoren der
Fibrinolyse wie Alteplase [55-57] sowie N-Acetylcystein (ein antioxidativer Vorlaufer des
Glutathions) [58]. Fir diese Medikamente konnte jeweils keine Empfehlung fir den
therapeutischen Einsatz ausgesprochen werden aufgrund fehlender klinischer Studien, geringen
Hinweisen auf Wirksamkeit oder hoher therapieassoziierter Toxizitat [59,60]. Fur die Gabe von
Methylprednisolon [61-63] und Ursodesoxycholsdure (UDCA) [23,64,65] gibt es eingeschrankte
Empfehlungen, sie kdnnen beispielsweise bei fehlendem Zugriff auf Defibrotide erwogen werden
[59,60]. Die Gabe von Fresh Frozen Plasma konnte in einer Studie als wirksam beurteilt werden
[66].

1.4.8.2 Pravention
Verhindern/Minimieren von Risikofaktoren fur SOS/VOD

Praventive MalRnahmen zur Reduzierung der Inzidenz und der Schwere von SOS/VOD stehen
im Management von SOS/VOD an oberster Stelle [34]. Dafiir miissen potentielle Risikofaktoren
(siehe oben) erkannt und so weit wie méglich in Abwagung der therapeutischen Ziele der HSZT
minimiert werden [34,59]. Grundsatzlich sollten hepatotoxische Medikamente wenn mdglich
vermieden werden [34]. Viele patientenbezogene Risikofaktoren sind nicht veranderbar, sodass
diese jedoch im weiteren prophylaktischen SOS/VOD-Management beriicksichtigt werden sollten
[34]. Potentiell reversible Faktoren wie eine akute Hepatitis oder Eisentberladung sollten
zundchst behoben werden, vorausgesetzt die Verzogerung der HSZT ist vertretbar [34].
Beeinflussbare transplantationsassoziierte Risikofaktoren sind zum Beispiel die Intensitat des
Konditionierungsverfahrens (RIC ist mit niedrigerem SOS/VOD-Risiko assoziiert) [21], die
eingesetzten Substanzen (zum Beispiel Vermeidung von hochdosiertem Busulfan bzw.
Monitoring der intravendsen (i.v.)-Busulfan-Dosis) [59,67] und die Art der GVHD-Prophylaxe
(keine Gabe von Sirolimus) [68]. Zudem kann das Ausmald der Alloreaktivitat, die nachweislich
zu héherer SOS/VOD-Inzidenz fuhrt [5,36], gesenkt werden. Dazu sollte ein Héchstmall an HLA-
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Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger angestrebt werden und die Infusion des

Stammzelltransplantats nach T-Zell-Depletion erfolgen [69,70].
Medikamentdse Prophylaxe von SOS/VOD

Aktuell bestehen keine Leitlinien oder Empfehlungen beziglich der medikamentésen Prophylaxe
von SOS/VOD [71]. Defibrotide hat keine Zulassung zur prophylaktischen Anwendung gegen
SOS/VOD. Jedoch gibt es eine Reihe an retrospektiven Studien zur Untersuchung der
prophylaktischen Wirkung von Defibrotide gegen diese Komplikation [72-75]. Bei den
Patientenkohorten handelt es sich um alloHSZT-Empfanger im Allgemeinen [72,73] oder speziell
Hochrisikogruppen fur SOS/VOD nach HSZT [74,75]. In diesen Studien konnte eine niedrige
SOS/VOD-Inzidenz (kumulative Inzidenz: 0% [72-74] bzw. 6,3% [75]) und eine hohe
Uberlebensrate (0% Therapie- [74] bzw. SOS/VOD-assoziierte [73] Mortalitat, Ein-Jahres-
Gesamtiiberleben 81% [72], Zwei-Jahres-Gesamtiiberleben 56,5% [75]) nachgewiesen werden.
Eine wegweisende Phase 3, Open-Label, multizentrische, randomisierte, kontrollierte Studie an
356 padiatrischen auto- und alloHSZT-Patienten konnte ebenfalls eine geringere SOS/VOD-
Inzidenz bei der praventiv mit Defibrotide behandelten Gruppe nachweisen: Die SOS/VOD-
Inzidenz an Tag +30 betrug 12% in der Defibrotide-Gruppe und 20% in der Kontrollgruppe
(Risikodifferenz von -7,7%) [76]. Auch die Haufigkeit von Nebenwirkungen war vergleichbar
zwischen beiden Gruppen (87% in der Defibrotide-Gruppe versus 88% in der Kontrollgruppe)
[76].

Es gibt keine pharmakologischen oder physiologischen Griinde, weshalb Defibrotide nicht auch
bei Erwachsenen eine Risikoreduzierung fir SOS/VOD nach HSZT bewirken kann. Daher ist die
Entscheidung zur prophylaktischen Defibrotide-Gabe aktuell dem behandelnden Arzt iberlassen.
Trotz fehlender Leitlinien kann aufgrund einer nachweislich nicht erhéhten Blutungsneigung und
den Erfahrungen in der therapeutischen Anwendung eine Dosis von 6,25 mg/kg i.v. in vier Dosen
pro Tag zur Pravention von SOS/VOD bei Erwachsenen und Kindern nach alloHSZT empfohlen
werden. [59]

Eine Reihe weiterer Medikamente wurden ebenfalls auf ihre praventive Wirkung gegen SOS/VOD
getestet, bisher mit widerspriichlichen Ergebnissen (UDCA, Heparin (unfraktioniert,
niedermolekular), Antithrombin), hoher assoziierter Toxizitat (Prostaglandin E1) oder ohne
nachweislichen praventiven Effekt auf die SOS/VOD-Inzidenz (N-Acetylcystein) [59,60]. Trotz
uneindeutiger Ergebnisse zur Wirksamkeit von UDCA als Prophylaxe gegen SOS/VOD wird eine
Empfehlung des Grades 2C fir die Gabe ausgesprochen, da es die Hepatotoxizitat senkt und

keine wesentlichen Nebenwirkungen aufweist [65,73].
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1.4.9 Préadiktion

Neben der Minimierung von Risikofaktoren ist die ldentifizierung von Risikopatienten fur
SOS/VOD eine weitere MaBRhahme im Management dieser Komplikation. Auf diese Weise
konnen Risikopatienten praventive MalRnahmen erhalten, um ein Auftreten mdoglichst zu
verhindern. Ebenso ermoglicht es eine engmaschigere Beobachtung dieser Patienten, um ein
SOS/VOD frihzeitig zu diagnostizieren. Eine frihzeitige Diagnose ermaoglicht die umgehende
Einleitung therapeutischer Mal3nahmen, welches mit einem verbesserten Outcome verbunden
ist. [49]

Zur ldentifizierung von Patienten mit erhdhtem SOS/VOD-Risiko gibt es in der Literatur
verschiedene Ansatze. Basierend auf Erkenntnissen der endothel- und gerinnungsassoziierten
Pathophysiologie konnten in einer prospektiven [77] und einer retrospektiven Analyse [78] einige
Biomarker in signifikanter Korrelation mit der Entwicklung von SOS/VOD gesetzt werden. Dazu
gehoren die Parameter Protein C, Gewebe-Plasminogen-Aktivator, N-terminales Propeptid fur
Typ lll Kollagen [77] sowie von Willebrand Faktor, Thrombomodulin, und I6sliches interzellulares
Adhasionsmolekdl-1 [78].

Akil et al. haben per quantitativer Massenspektrometrie aus dem Plasma von 20 Patienten ohne
SOS/VOD und dem von 20 SOS/VOD-Patienten potentielle Biomarker fiir SOS/VOD identifiziert,
um diese auf ihren diagnostischen und prognostischen Wert in 80 weiteren Patienten zu testen.
Dabei entwickelten die Autoren ein diagnostisches und prognostisches Biomarker Panel. Das
prognostische Panel zur Risikostratifizierung fir SOS/VOD besteht aus den Parametern L-Ficolin,
Hyaluronsédure und vaskularem Zelladhdsionsmolekil-1. Die Messung am Tag der
Transplantation (Tag 0) prognostiziere zu >80% korrekt SOS/VOD. [79]

In einer multizentrischen Phase-3-Studie wurde ebenfalls fir L-Ficolin eine statistische
Korrelation zu SOS/VOD festgestellt, jedoch bei Messung an Tag +28 nach HSZT [80].

Da SOS/VOD im Rahmen der Okklusion hepatischer Sinusoide mit FlUssigkeitsretention
einhergeht, haben Kataoka et al. die Korrelation zwischen dem B-natriuretischen Peptid (BNP)
und SOS/VOD untersucht. BNP ist ein Neurohormon, das bei erhohtem intravasalem Volumen
ausgeschuttet wird. In einer retrospektiven Analyse wurden bei 46 untersuchten Patienten an Tag
0 keine Unterschiede unter allen Patienten gemessen. Der BNP-Wert war ab Tag +7 signifikant
hoéher bei Patienten, die ein SOS/VOD entwickelten, ebenso hatten SOS/VOD-Patienten einen
hoéheren BNP-Spitzenwert. Im Vergleich zu mildem bis moderatem SOS/VOD war bei schwerer

Erkrankung ebenfalls der BNP-Spitzenwert signifikant hdher. [81]

Dem Insulin-like Growth Factor-1 und seinem Bindungsprotein (Insulin-like Growth Factor-
bindendes Protein 3) werden protektive Wirkungen gegeniber Chemotherapie-induzierten

Gewebeschadigungen nach HSZT zugesprochen. Tatséchlich sind in einer prospektiven
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Untersuchung niedrige Werte der beiden Parameter vor der Konditionierung signifikant mit einem
erhohten SOS/VOD-Risiko assoziiert. [82]

Die Anwendung von Fibroscan beurteilt die Steifheit der Leber (liver stiffness, LS) als indirekten
Marker einer Fibrose. Da es den Grad der portalen Hypertension vorhersagen kann, die haufig
Folge der pathophysiologischen Prozesse bei SOS/VOD ist, wurde die Messung der LS in
padiatrischen HSZT-Empfangern durchgefiihrt. Die initialen LS-Werte unterschieden sich nicht
innerhalb der Population. Ein plotzlicher Anstieg der LS-Werte hing statistisch signifikant mit der
Entwicklung von SOS/VOD nach HSZT zusammen. Die LS-Werte stiegen drei bis sechs Tage

vor Entwicklung erster klinischer oder laborchemischer Zeichen von SOS/VOD an. [83]

Weiterhin wurden friihe Klinische Zeichen im Hinblick auf eine Pradiktion von SOS/VOD
untersucht, die in den sieben Tagen vor SOS/VOD-Beginn auftreten. Dabei traten im Vergleich
zur Kontrollgruppe, die kein SOS/VOD entwickelten, haufiger ein akutes Nierenversagen, hohe
Kreatininwerte, starkere Thrombozytenrefraktaritat, hohere mediane Tacrolimus-Spiegel sowie
ein hoherer INR (International Normalized Ratio) auf. Bei Auftreten dieser Merkmale sollten
behandelnde Arzte fur das drohende Auftreten von SOS/VOD sensibilisiert sein. [84]

Ein Risikoscore (,VOD Risk Score®) fur die Entwicklung von SOS/VOD wurde kirzlich von Strouse
et al. basierend auf der grol3en Datenbank des CIBMTR (Center for International Blood and
Marrow Transplant Research) von alloHSZT-Patienten entwickelt. Dabei wurden folgende
unabhangige Risikofaktoren fur das Auftreten von SOS/VOD identifiziert und in einen Online-
Risikorechner (,VOD Risk Calculator’) integriert: Jingeres Alter, Karnofsky-Score <90, positive
Hepatitis B/C-Serologie, Konditionierung nach MAC-Regime, Hodgkin-
Lymphom/myeloproliferative Neoplasie/Rezidiv eines Non-Hodgkin-Lymphoms, sowie die Gabe
von Sirolimus. Anhand des von den Autoren entwickelten Pradiktionsmodells kénnen alloHZST-

Empféanger in vier Risikogruppen stratifiziert werden. [85]

Viele der oben aufgefiihrten pradiktiven Parameter finden keine klinische Anwendung, vermutlich
da sie entweder nicht aus Routine-Laborparametern bestehen [77-80], unspezifisch fur
SOS/VOD [81,82,84] oder nicht universell verfigbar sind [83]. Zudem ist der statistische
Zusammenhang zur SOS/VOD Entwicklung zwar gegeben, jedoch beschreiben von den
genannten Studien lediglich Strouse et al. [85] einen Risikoscore mit Risikostratifizierung der
HSZT-Empfanger. Anhand der Stratifizierung kdnnen sich Handlungsempfehlungen ergeben, die

den Weg des Scores in den klinischen Alltag ebnen.

1.5 EASIX-Score

Nachgewiesenermal3en stellt die Schadigung an Endothel durch das Konditionierungsverfahren

vor HSZT den pathophysiologischen Startpunkt von Komplikationen endothelialen Ursprungs dar
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[21]. Zur Erfassung von endothelassoziierten Komplikationen nach alloHSZT wurden von Luft et
al. ein einfach anzuwendendes Biomarker Panel etabliert, der als ,Endothelial Activation and
Stress Index’ (EASIX) bezeichnet wird [86]. EASIX besteht aus der simplen Formel
,Laktatdehydrogenase * Kreatinin / Thrombozyten‘ [86]. Der Score besteht aus drei
diagnostischen Parametern der transplantationsassoziierten Mikroangiopathie (TMA), welches
ebenfalls zu den Komplikationen endothelialen Ursprungs zahlt [87,88]. Der prognostische Wert
des Scores konnte bereits fiir das Uberleben nach akuter GVHD bei alloHSZT-Patienten, die eine
RIC erhielten, nachgewiesen werden [86]. Die Autoren haben dabei retrospektiv den EASIX-
Score am Tag des Auftretens von akuter GVHD berechnet (EASIX-GVHD) [86]. Ebenso kénnen
alloHSZT-Empfanger bei Bestimmung des Scores vor der Konditionierung (EASIX-pre) beziglich
des Uberlebens in unterschiedliche Risikogruppen stratifiziert werden [89]. In derselben Studie

war EASIX-pre auch signifikant mit dem Auftreten von TMA assoziiert [89].

1.6 Fragestellungen

Da die Pathophysiologie von SOS/VOD ebenfalls auf Endothelschadigungen basiert, haben wir
untersucht, ob die Bestimmung des EASIX am Tag der Transplantation (EASIX-d0) fir das
Auftreten von SOS/VOD einen prognostischen Wert hat [90]. Weiterhin untersuchten wir, ob
EASIX-d0 signifikant mit dem Gesamttberleben (overall survival, OS) und der Nicht-Rezidiv-
Mortalitat (NRM) zusammenhangt [90]. Der VOD Risk Calculator von Strouse et al. stellt aufgrund
seiner leichten Anwendbarkeit ein vielversprechendes prognostisches Werkzeug zur
Risikoeinschatzung fir SOS/VOD dar [85]. Deshalb haben wir diesen Score ebenfalls auf unsere
zwei Kohorten im Hinblick auf die oben genannten Fragestellungen untersucht und mit EASIX-d0
verglichen [90]. Eine dritte Kohorte bestand aus alloHSZT-Patienten, die zur Préavention
endothelialer Komplikationen Pravastatin und UDCA erhielten [90]. Diese dritte Kohorte
untersuchten wir bezuglich der Endpunkte SOS/VOD-Auftreten, OS und NRM und verglichen
diese mit der Trainings- und Validierungskohorte [90].
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2 Methodik

2.1 Kohorten

Die Berliner Kohorte bestand aus 446 alloHSZT-Empfangern, die sich im Zeitraum von 01/2013
bis 12/2015 auf Station 50 der Charité — Campus Virchow Klinikum befanden. Sie wurde als
Trainingskohorte definiert. Die Patienten erhielten keine prophylaktischen Medikamente gegen
endotheliale Komplikationen. Die Heidelberger Kohorte umfasste 739 Patienten, die zwischen
09/2001 und 12/2015 eine alloHSZT an der Universitatsklinik Heidelberg erhielten. Die gesamte
Heidelberger Kohorte sollte zunéchst als Validierungskohorte dienen. Ab 01/2010 erhielten die
alloHSZT-Empfanger regular Pravastatin und UDCA als Prophylaxe gegen endotheliale
Komplikationen zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme (circa sechs bis 15 Tage vor
Transplantation). Um diesen Einfluss als Stdrfaktor auszuschlieRen und somit Vergleichbarkeit
zwischen der Trainings- und Validierungskohorte zu erzielen, wurden nur Patienten vor
Einfuhrung der Statin/lUDCA-Gabe in die Validierungskohorte eingeschlossen. Somit besteht die
Validierungskohorte aus 380 Patienten, die vor 01/2010 ihre alloHSZT an der Universitatsklinik
Heidelberg und keine Statin/lUDCA-Prophylaxe erhielten. Die 359 Patienten, die nach 01/2010
transplantiert wurden, stellten eine dritte Kohorte dar und wurden auf den praventiven Effekt von
Statin/UDCA hin untersucht. [90]

2.2 Definitionen

2.2.1 SOS/VOD-Diagnose
Die Diagnose SOS/VOD wurde anhand der im Jahre 2016 vom EBMT verdffentlichten
Diagnosekriterien gestellt (siehe Tabelle 2) [33].

2.2.2 EASIX-Score

Der EASIX-Score wird aus den drei Hauptparametern zur Diagnose von TMA berechnet:
,Laktatdehydrogenase (U/L) * Kreatinin (mg/dL) / Thrombozyten (10%L)' [86]. EASIX-d0 wurde
am Tag der alloHSZT berechnet [90].

2.2.3 VOD Risk Calculator (CIBMTR Score)

Der VOD Risk Score wurde, soweit die notwendigen Parameter verfligbar waren, fiir jeden
Patienten mithilfe des VOD Risk Calculator berechnet [91]. Der VOD Risk Score besteht aus den
Variablen Alter, Karnofsky-Status, Hepatitis-Serologie, Sirolimusgabe, Konditionierungsregime,
Erkrankung und Erkrankungsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation, [85]. Dabei gelten
Patienten als ,positiv fir Hepatitis B, wenn eines der folgenden serologischen Nachweise
vorliegen: Anti-HBc-Antikorper positiv, HBs-Antigen positiv oder HBV-DNA positiv [85]. Patienten
gelten als ,positiv fir Hepatitis C*, wenn eines der folgenden serologischen Parameter positiv ist:
Anti-HCV-Antikorper oder HCV-RNA [85].
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2.2.4 Gesamtuberleben und Nicht-Rezidiv-Mortalitat
Gesamtuberleben (OS)

Das OS wurde definiert als die Zeitspanne zwischen dem Tag der alloHSZT (Tag 0) bis zum Tod

des Patienten, unabhangig von der Todesursache.
Nicht-Rezidiv-Mortalitat (NRM)

Die NRM wurde definiert als der Zeitraum zwischen Tag O bis zum Tod des Patienten ohne

vorheriges Rezidiv der hamatologischen Grunderkrankung.

2.3 Statistische Analysen

2.3.1 Endpunkte

Primarer Endpunkt war die Pradiktion des Auftretens von SOS/VOD mithilfe des EASIX-dO und
des VOD Risk Scores. Sekundare Endpunkte waren die Pradiktion des OS und NRM durch
EASIX-d0 und des VOD Risk Scores. [90]

2.3.2 Log-Transformation

Da zwischen EASIX-dO und dem Endpunkt SOS/VOD kein linearer Zusammenhang besteht,
wurde fur die priméaren Analysen von EASIX-dO der log2-transformierte Index ,lIog2(EASIX) =
log2(LDH) + log2(Kreatinin) — log2(Thrombozyten)' angewandt [90]. Zwischen log2(EASIX-d0)
und der OR fur SOS/VOD besteht ein linearer Zusammenhang. Ein Anstieg des log2-Wertes um
1 korrespondiert mit einer Verdopplung bzw. einem Anstieg um den Faktor 1 des urspriinglichen
Malfstabs. Demnach entspricht beispielsweise eine Odds Ratio (OR) von 1,5 einem um 50%
erhdhten Odds bei Patienten mit einem 1-fach erhdhten bzw. doppelt so hohem EASIX-dO-Wert
im Vergleich zur Referenzgruppe.

2.3.3 Statistische Methoden

Der folgende Abschnitt basiert auf der Publikation ,Predicting sinusoidal obstruction syndrome
after allogeneic stem cell transplantation with the EASIX biomarker panel“ in: Haematologica /
Januar 2020 [90].

Das mediane Follow-up wurde mittels Reverse Kaplan-Meier-Methode geschétzt. [90]

Die primaren Analysen erfolgten anhand des binaren Endpunkts ,kumulative SOS/VOD-Inzidenz
innerhalb von 28 Tagen nach alloHSZT* und einer Ereigniszeitanalyse (time-to-event analysis)
mit dem Endpunkt ,Zeit bis SOS/VOD’ (time to VOD). Fir die Analysen des bindren Endpunkts
SOS/VOD-Inzidenz innerhalb von 28 Tagen nach alloHSZT wurden logistische
Regressionsmodelle angewandt. Time to VOD wurde mittels eines konkurrierenden
Ereignismodells analysiert, wobei das konkurrierende Ereignis ,Nicht-SOS/VOD-Mortalitat® ist.
Nicht-SOS/VOD-Mortalitat ist definiert als die Zeitspanne zwischen alloHSZT und Tod ohne
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vorheriges Auftreten von SOS/VOD. In die Berechnungen der multivariablen Analysen fiir den
Endpunkt ,SOS/VOD-Inzidenz innerhalb von 28 Tagen nach alloHSZT* wurden die Variablen aus
dem VOD Risk Calculator einbezogen (siehe oben) [85]. [90]

Die Uberlebenskurven basieren auf dem Kaplan-Meier-Schatzer, wahrend fur die Inzidenzkurven

der Aalen-Johanson-Schatzer fiir konkurrierende Risikoszenarien angewandt wurde. [90]

Die univariablen Analysen des OS und der NRM erfolgten mithilfe von Cox-Regressionsmodellen
(proportionale Hazardmodelle). Die Analyse von NRM erfolgte ebenfalls mithilfe von Modellen
konkurrierender Ereignisse. Das entsprechende konkurrierende Ereignis ist ,Zeit bis Rezidiv*
(time to relapse), was der Zeit von der alloHSZT bis zum Auftreten eines Rezidivs der

hamatologischen Grunderkrankung entspricht. [90]

2.3.4 Hazard und Hazard Ratio
,Hazard' bezeichnet das momentane Risiko, dass ein bestimmtes Ereignis zum Zeitpunkt t eintritt,
vorausgesetzt dieses Ereignis ist bisher noch nicht eingetreten [92]. In Bezug auf den Endpunkt

,Tod' entspricht das Hazard der momentanen Sterberate der untersuchten Gruppe [93].

Die ,Hazard Ratio‘ (HR) entspricht dem Verhéltnis des Hazards zweier Gruppen, sie gibt somit
das Risikoverhaltnis zwischen verschiedenen Gruppen an. Die HR ist ein Mal3 dafur, wie grof3
das Ereignisrisiko in Gruppe 2 ist im Verhdaltnis zu Gruppe 1. Gruppe 1 stellt also die
Referenzgruppe dar. Eine HR > 1 bedeutet, dass das Ereignisrisiko in Gruppe 2 grof3er als in 1

ist. Eine HR < 1 sagt aus, dass das Ereignisrisiko in Gruppe 2 kleiner als in Gruppe 1 ist. [93]

Zur Darstellung des prognostischen Effekts von EASIX-dO fiir den Endpunkt OS wurde die HR
berechnet. Beispielsweise bedeutet beim OS eine HR von 1,5 pro log2-Anstieg des EASIX-dO,
dass pro Verdopplung des EASIX-dO-Werts das Hazard um 50% erhéht ist.

2.3.4.1 Cause-specific Hazard Ratio.

Die ,Cause-specific Hazard Ratio’ (CSHR) bezeichnet das momentane Risiko, dass ein
bestimmtes Ereignis zum Zeitpunkt t eintritt, vorausgesetzt, weder dieses Ereignis noch ein
konkurrierendes Ereignis sind vorher eingetreten [94]. Die NRM wurde mithilfe von Modellen
konkurrierender Ereignisse analysiert (siehe oben) [90]. Fir die NRM wurde die CSHR
angegeben [90]. Sie bezieht sich in dem Fall auf das momentane Risiko fiir NRM bei Patienten,
fur die keines der konkurrierenden Ereignisse bisher eingetreten ist. Es handelt sich dabei
demnach um Patienten, die weder aufgrund eines Rezidivs gestorben sind, noch ein Rezidiv
erlitten haben [95]. Die CSHR in der vorliegenden Arbeit bezieht sich also auf Patienten, die zum

Zeitpunkt t rezidivfrei und am Leben sind.
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2.4 Validierung des EASIX-dO und des VOD Risk Score Modells

2.4.1 ROC-Kurven und AUC

Die Validierung des EASIX-d0 und VOD Risk Score Modells basierend auf der Trainingskohorte
erfolgte in einer externen Validierungskohorte (Heidelberg, ohne Pravastatin/lUDCA-Gabe). Zur
Beurteilung der pradiktiven Fahigkeiten des EASIX-d0O- und des VOD Risk Score Modells wurden
ROC (Receiver Operating Characteristic)-Kurven und die AUC (area under the curve)

herangezogen. [90]

ROC ist ein statistisches Verfahren zur Beurteilung der Qualitat diagnostischer Tests, zwischen
zwei Krankheitszustédnden zu unterscheiden. Grundlage fir die Analyse stellen Sensitivitat und
Spezifitét eines diagnostischen Tests dar. Die Sensitivitat beschreibt, wie viele Patienten richtig
positiv fir die untersuchte Erkrankung erkannt werden. Die Spezifitdt beschreibt den Anteil, der
richtig negativ erkannt wird. [96,97]

In einem Diagramm werden auf der X-Achse ,1 minus Spezifitdt' von 0 bis 1 abgebildet, auf der
Y-Achse ,Sensitivitat’, ebenfalls von 0 bis 1 [98]. In ROC-Kurven werden fiir verschiedene
Schwellenwerte des diagnostischen Tests die Wertepaare von Spezifitdt und Sensitivitat in
diesem Diagramm eingetragen [96]. Die Diagonale im Diagramm stellt eine Entscheidung auf
reiner Zufallsbasis dar [96]. Ein ideales Testverfahren hat eine Sensitivitat von 1 und eine
Spezifitét von 1 [96]. Das entsprechende Wertepaar wirde sich an der obersten linken Ecke des
Diagramms befinden [98]. Die ROC-Kurve, die den grof3ten Abstand von der Diagonalen hat,

weist die beste Trennscharfe des diagnostischen Tests auf [96].

Als Mal3 fir die Leistungsfahigkeit des Tests dient die Flache unter der ROC-Kurve, die AUC.
[98]. Dieser Wert kann zwischen 0,5 und 1 liegen, wobei ein héherer Wert eine bessere Glte
anzeigt [99]. Die AUC ist auch ein Mal3 fiir die Gute einer logistischen Regression [98]. Mit der
AUC kann die Fahigkeit eines Regressionsmodells gemessen werden, zwischen Patienten mit

und ohne Ereignis zu unterscheiden [98].

2.4.2 Brier Score

Der Brier Score ist ein MaRR daftr, wie akkurat ein Pradiktionsmodell fiir ein bindres Outcome ist.
Er findet Anwendung, um die Genauigkeit von bindren Pradiktionsmodellen zu vergleichen. Der
Brier Score kann Werte von 0 bis 1 annehmen, wobei 0 einer perfekten Genauigkeit entspricht

und 1 einer perfekten Ungenauigkeit. [100]
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3 Ergebnisse, Anwendungen, weiterfiUhrende
Fragestellungen

3.1 Ergebnisse
Die SOS/VOD-Inzidenz betrug 9,6% in der Trainings- und 8,4% in der Validierungskohorte [90].

In der Trainingskohorte war EASIX-dO in univariabler und multivariabler Analyse signifikant mit
der SOS/VOD-Inzidenz assoziiert. Diese signifikante Korrelation konnte ebenfalls in der

Validierungskohorte festgestellt werden. (Abbildung 1) [90]

Ebenso korreliert EASIX-dO in beiden Kohorten signifikant mit dem OS und der NRM (Abbildung
2) [90].

Der kirzlich etablierte VOD Risk Score des CIBMTR konnte in unseren Kohorten nicht signifikant
mit dem Auftreten von SOS/VOD assoziiert werden. Ebenso ergaben unsere Analysen wie
erwartet keinen statistisch signifikanten Zusammenhang des VOD Risk Scores mit den
Endpunkten OS und NRM. [90]

Patienten, die PravastatinflUDCA zur Pravention von endothelassoziierten Komplikationen
erhielten, hatten eine signifikant geringere SOS/VOD-Inzidenz von 1,7% im Vergleich zur
Trainings- und Validierungskohorte. Ebenso zeigte sich ein signifikant verbessertes OS und eine
niedrigere NRM als bei Patienten ohne Pravastatin/lUDCA. Dieser scheinbar protektive Effekt war
in der durch EASIX-dO identifizierten Risikogruppe besonders deutlich, ndmlich den Patienten
innerhalb des héchsten EASIX-d0O Quatrtils. (Abbildung 3) [90]

Abbildung 1 Kumulative SOS/VOD-Inzidenz in Abhangigkeit von EASIX-d0-Quartilen.

(A) Trainingskohorte und (B) Validierungskohorte [90]. Aus: Jiang et al. [90]
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Abbildung 2 Univariabler Effekt von EASIX-dO auf das Gesamtiberleben (OS) und Nicht-Rezidiv-
Mortalitat (NRM) in Abhangigkeit von EASIX-d0-Quartilen.

Univariabler Effekt von EASIX-d0 auf das OS in (A) der Trainingskohorte und (B) der Validierungskohorte.

Univariable Assoziation von EASIX-d0 mit NRM

Validierungskohorte. [90] Aus Jiang et al. [90]
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Abbildung 3 Effekt von Pravastatin/UDCA-Prophylaxe (blau) im Vergleich zur Trainings- (griin) und
Validierungskohorte (rot).

(A) Kumulative SOS/VOD-Inzidenz in den drei Kohorten.

(B) Kumulative SOS/VOD-Inzidenz bei Patienten im héchsten EASIX-dO Quartil in den drei Kohorten.
(C) Zeit bis Nicht-Rezidiv-Mortalitat bei Patienten im hdchsten EASIX-d0 Quartil in den drei Kohorten
(D) Gesamtiiberleben bei Patienten im hochsten EASIX-d0 Quartil in den drei Kohorten. [90]

Aus Jiang et al. [90]
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3.2 Anwendungen und weiterfihrende Fragestellungen

EASIX-dO ist ein aus Routineparametern bestehender Risikoscore, der in unserer Arbeit in zwei
fur europaische alloHSZT-Zentren typischen Kohorten signifikant mit dem Auftreten von
SOS/VOD, einem niedrigeren OS und einer hdheren NRM assoziiert ist [90]. Der VOD Risk
Calculator des CIBMTR identifiziere ebenfalls Risikopatienten fir SOS/VOD, jedoch nicht
beziglich des OS und der NRM [85]. Obwohl der VOD Risk Calculator anhand der umfassenden
Datenbank des CIBMTR entwickelt wurde, konnten wir die pradiktiven Fahigkeiten nicht anhand

der hier untersuchten Kohorten bestéatigen [90]. Grund dafiir kdnnten die Unterschiede zwischen
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europaischen und US-amerikanischen alloHSZT-Kohorten sein, die unter anderem Unterschiede
bezlglich des Konditionierungsverfahrens, der Gabe von Antithymozytenglobulin oder Sirolimus
umfassen [90]. Interessant wére eine Untersuchung, ob EASIX-dO in nordamerikanischen
Transplantationszentren ebenfalls Anwendung finden kénnte oder ob sich dort der VOD Risk

Calculator als geeigneter zeigt.

Patienten, die per EASIX-dO als Hochrisikopatienten fiir SOS/VOD identifiziert wurden, kénnen
einer engmaschigeren Uberwachung unterzogen werden und praventive MaRnahmen erhalten.
Aktuell sind noch keine Medikamente zur Pravention von SOS/VOD zugelassen. EASIX-d0 kann
in Klinischen Studien zur Pravention von SOS/VOD als Stratifizierungswerkzeug angewandt
werden, um auf diese Weise die Vergleichbarkeit von Risikogruppen Uber Studien hinweg zu
erzielen. Denkbar wéare der Einsatz von EASIX-d0 beispielsweise zur ldentifizierung von
Risikopatienten in Studien zu Defibrotide als SOS/VOD-Prophylaxe, da das Medikament bereits
Uberzeugende Hinweise auf einen protektiven Effekt aufweist [72—75].

EASIX-d0 kann in jedem Transplantationszentrum erhoben werden und ermdglicht somit weitere
externe Validierungen seiner pradiktiven Fahigkeiten. Insbesondere ist eine Untersuchung der
Anwendbarkeit in padiatrischen Kohorten wiinschenswert, da es sich bei den Patienten in
unseren Kohorten ausschlie3lich um Erwachsene handelt. Die Anwendung wird durch den online
zuganglichen EASIX-Rechner erleichtert [101]. Wir erhoffen uns, dass das Management von
SOS/VOD unter Berticksichtigung bereits bekannter Risikofaktoren durch Hinzuziehung des

EASIX-dO verbessert werden kann.

EASIX scheint ein zuverlassiger Indikator fir Endothelaktivierung und -schadigung zu sein.
Dieser Risikoscore konnte bereits signifikant mit dem Uberleben nach akuter GVHD [86], nach
alloHSZT sowie dem Auftreten von TMA assoziiert werden [89]. Da bei einer Reihe von frilhen
Komplikationen nach HSZT die Pathophysiologie in der Aktivierung und Schadigung des
Endothels vermutet wird [11,21], waren Untersuchungen im Hinblick auf ihre Pradiktion durch

EASIX von Interesse.

Zusammenfassend stellt EASIX-d0O einen einfach anwendbaren Risikoscore dar, der zuverlassig
zur Risikoeinschatzung von alloHSZT-Patienten fir das Auftreten von SOS/VOD sowie des OS
und der NRM genutzt werden kann. Weiterfihrende Untersuchungen zu Statinen in Kombination
mit UDCA zur Prophylaxe endothelialer Komplikationen waren von Interesse, basierend auf den

Hinweisen bezuglich eines protektiven Effekts in unserer Studie.
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ABSTRACT

obstruction syndrome/veno-occlusive disease (SOS/VOD), a major

complication of allogeneic stem cell transplantation (alloSCT). We
compared the potential of the Endothelial Activation and Stress Index
(EASIX), based on lactate dehydrogenase, creatinine, and thrombocytes,
with that of the SOS/VOD clinical risk score of the Center for International
Blood and Marrow Transplant Research (CIBMTR) to predict SOS/VOD in
two independent cohorts. In a third cohort, we studied the impact of
endothelium-active prophylaxis with pravastatin and ursodeoxycholic acid
(UDA) on SOS/VOD risk. The cumulative incidence of SOS/VOD within
28 days after alloSCT in the training cohort (Berlin, 2013-2015, n=446) and
in the validation cohort (Heidelberg, 2002-2009, n=380) was 9.6% and
8.4%, respectively. In both cohorts, EASIX assessed at the day of alloSCT
(EASIX-d0) was significantly associated with SOS/VOD incidence
(P<0.0001), overall survival (OS), and non-relapse mortality (NRM). In con-
trast, the CIBMTR score showed no statistically significant association with
SOS/VOD incidence, and did not predict OS and NRM. In patients receiv-
ing pravastatin/UDA, the cumulative incidence of SOS/VOD was signifi-
cantly lower at 1.7% (Heidelberg, 2010-2015, n=359, P<0.0001) than in the
two cohorts not receiving pravastatin/UDA. The protective effect was most
pronounced in patients with high EASIX-d0. The cumulative SOS/VOD
incidence in the highest EASIX-d0 quartiles were 18.1% and 16.8% in both
cohorts without endothelial prophylaxis as compared to 2.2% in patients
with pravastatin/UDA prophylaxis (P<0.0001). EASIX-d0 is the first validat-
ed biomarker for defining a subpopulation of alloSCT recipients at high risk
for SOS/VOD. Statin/UDA endothelial prophylaxis could constitute a pro-
phylactic measure for patients at increased SOS/VOD risk.

No biomarker panel has been established for prediction of sinusoidal

Introduction

Sinusoidal obstruction syndrome (SOS), also known as veno-occlusive disease
(VOD), is a potentially fatal complication after allogeneic stem cell transplantation
(alloSCT)."* Clinical management of SOS/VOD remains challenging, since there
are no standardized predictive tools'and diagnostic criteria are not uniform.***The
reported incidences of SOS/VOD after alloSCT range from 5.3% to 13.7% and
vary depending on conditioning regimens, type of transplant, diagnostic criteria,
patient characteristics, and other factors.””

The pathophysioclogy of SOS/VOD is characterized by endothelial injury caused
by the conditioning regimen as well as pre-transplant damage."*""" The resulting
post-sinusoidal portal hypertension leads to the clinical syndrome of
SOS/VOD.***" In severe SOS/VOD, which is strongly associated with multi-organ
failure, mortality remains high.**"" Early detection or prediction of SOS/VOD
could allow identification of patients who could benefit from prophylactic meas-
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ures,” and preliminary data show that pre-emptive treat-
ment with defibrotide might be effective,” making tools
to predict SOS/VOD highly desirable.

Recently, a SOS/VOD clinical risk score (age, Karnofsky
status, sirolimus use, hepatitis B/C status, conditioning
regimen, disease type) has been published by the Center
for International Blood and Marrow Transplant Research
(CIBMTR).” However, this score has not yet been validat-
ed outside of the CIBMTR database. In addition, it has
been suggested that serum biomarkers, including
microparticles and plasminogen activator inhibitor (PAI)-
1, may be useful to predict SOS/VOD,"** but validation
and clinical implementation of these non-routine bio-
markers will be difficult due to the lack of standardization.

We had previously developed a standard biomarker
panel to assess endothelial dysfunction and activation: the
Endothelial Activation and Stress Index (EASIX). EASIX is
based on the simple formula “lactate dehydrogenase
(LDH) (U/L) * creatinine (mg/dL) / thrombocytes (10° cells
per L)” and thus calculated using three of the diagnostic
parameters of thrombotic microangiopathy (TMA),"
which is another endothelial complication after alloSCT.”
EASIX has also been shown to predict mortality of
patients with acute graft-versus-host disease (GvHD)."”

With this background, the aim of the current study was
to test the SOS5/VOD predictive capacity of EASIX com-
pared with that of the CIBMTR score in two independent
cohorts.

Methods

Study population

For this retrospective cohort analysis, a training cohort and a
validation cohort comprising consecutive adult patients who had
undergone alloSCT at two independent institutions were investi-
gated. Patients from the training cohort received alloSCT at the
Charité - Campus Virchow Clinic, Berlin, between January 2013
and December 2015. The validation cohort consisted of patients
who were allografted at the University of Heidelberg between
September 2001 and December 2009. Patients undergoing
alloSCT in Heidelberg after January 2010 received pravastatin and
ursodeoxycholic acid (UDA) as prophylaxis of endothelial compli-
cations after alloSCT. To reduce confounding influences, the vali-
dation cohort was restricted to the time period before the intro-
duction of pravastatin and UDA. The study was performed
according to the Declaration of Helsinki, with written informed
consent obtained by all eligible patients. The study has been
approved by the institutional review board of both institutions.

Definitions

SOS/VOD was defined according to the 2016 European Group
for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) criteria for
SOS/VOD diagnosis in adults.* The disease score we applied for
the patients classifies the disease stage of the main diseases: acute
leukemia, myelodysplastic syndrome, chronic myeloid leukemia,
and non-Hodgkin lymphoma/multiple myeloma. The disease
stages are assigned according to the remission status at transplant
or the phases of chronic myeloid leukemia. The stages include
‘early disease stage' (0), ‘intermediate disease stage’ (1), and ‘late
stage disease’ (2)."!

CIBMTR sinusoidal obstruction
syndrome/veno-occlusive disease risk score
The SOS/VOD CIBMTR risk score has been established to

assess the risk of developing SOS/VOD after alloSCT.®It incorpo-
rates age, hepatitis B/C serology, Kamofsky performance status,
use of sirolimus prophylaxis, disease, disease status at the time of
transplant, and conditioning regimen. It was developed using the
CIBMTR database.”® We used the VOD Risk Calculator™ and
recorded the probability of SOS/VOD development for each
patient in the two independent cohorts when possible.

EASIX score

The EASIX score was calculated using the formula: “LDH (U/L)
*creatinine (mg/dL) / thrombocytes (107 cells per L) as described
previously, assessed at the day of alloSCT (EASIX-d0).”

Statistical analysis

The primary objective was prediction of SOS/VOD occurrence.
Primary analysis was performed for the binary endpoint “cumula-
tive incidence of SOS/VOD within 28 days after alloSCT” and the
time-to-event endpoint “time to VOD (TTV)” which is defined as
time from alloSCT to diagnosis of SOS/VOD. Secondary objec-
tives were the prediction of overall survival (OS) and time to non-
relapse mortality (NRM) measured from the day of alloSCT. TTV
and NRM were analyzed using competing event models. The
competing event for TTV is "non-505/VOD-mortality" defined as
time from alloSCT to death without prior SOS/VOD, whereas the
competing event for NRM is "time to relapse” defined as time
from alloSCT to relapse of disease. Further details on statistical
analyses are provided in the Online Supplementary Appendix.

Results

Patients' characteristics

The training cohort and the validation cohort consisted
of 446 and 380 patients, respectively. The baseline charac-
teristics are presented in Table 1. The patient cohorts were
similar with regards to age, sex, conditioning regimen, and
SOS/VOD incidence. However, there were significant dif-
ferences in the categories donor type (more matched unre-
lated donors in the training cohort), underlying disease
(most frequent disease: acute myeloid leukemia, 51% and
27% in the training and validation cohort, respectively),
stem cell source (bone marrow used more frequently in
the validation cohort), and use of anti-thymocyte globulin
(ATG) (more commonly used in the training cchort).

EASIX-d0 and sinusoidal obstruction
syndrome/veno-occlusive disease risk

SOS/VOD was diagnosed in 43 patients (9.6%, median
onset day [d] +9) in the training cohort and in 32 patients
(8.4%, median onset d +7) in the validation cohort. In the
training cohort, median EASIX-d0 in patients who later
went on to develop SOS/VOD was significantly higher
than in patients who did not develop SOS/VOD (40.26;
interquartile range [IQR] 14.72-80.38 vs. 16.06; IQR 6.00-
36.54, P<0.0001) (Figure 1A). These findings were con-
firmed in the validation cohort, where median EASIX-d0
in patients who subsequently developed SOS/VOD was
also significantly higher than in patients who did not
develop SOS/VOD (8.64; IQR 3.38-15.40 vs. 2.28; IQR
0.92-7.48, P<0.0001) (Figure 1B).

Increasing EASIX-d0 was significantly associated with
SOS/VOD incidence in the training cohort in both univari-
able (OR per log, increase 1.39, 95%CI:1.18-1.66, P=0.0001)
and multivariable analysis with the CIBMTR score as con-
founder (incorporating information on 6 clinical variables)
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Table 1. Baseline characteristics of the three patient cohorts: Berlin (training), Heidelberg no statins/ deoxy ic acid (UDA) (validation), and
Heidelberg with statins/UDA.

Berlin cohort Heidelberg Heidelberg P P P
(training cohort) no statins/ with statins/ Berlin vs. Berlin vs. Heidelberg
(n=446) UDA cohort UDA cohort Heidelberg Heidelberg no statins/UDA
(validation cohort) (n=359) no statins/UDA  with statins/UDA  vs. Heidelberg
(n=380) with statins/UDA
Date of alloSCT 012013-122015 092001 -012010 0122010 - 122015
Age at transplant in years - median (range) 54 (18-75) 50 (17-70) 56 (19-75)
Recipient sex (n, %) 067 0.942 0.764
Female 172 (39) 153 (40) 140 (39)
Male 274 (61) 227 (60) 219 (61)
Donor sex (n, %) 0.877 0437 0.584
Female 124 (28) 121 (32) 122 (34)
Male 274 (61) 259 (68) 237 (66)
NA 48 (11)
Donor (n, %) <0.001 0,034 <0.001
Matched related donor 88 (20) 141 (31) 94 (26)
Matched unrelated donor 263 (59) 140 (37) 196 (55)
Mismatched related donor 6(1) ILYC)] 11(3)
Mismatched unrelated donor 89 (20) 85(22) 58 (16)
Disease (n, %) <0.001 <0.001 <0.001
AML 229 (51) 101 27) 126 (35)
MDSMPN (18) 33 (14) 69 (19)
ALL 35(8) 39 (10) 20(6)
Lymphoma 41(9) 96 (29) 100 (28)
MM 3909 75 (20) 36 (10)
Other 20(4) 16 (4) 3(2)
Disease score (n, %) 0.012 <0.001 <0.001
0 142 (32) 131 (34) 122 (34)
1 47 (11) 65 (17) 122 (34)
2 248 (56) 184 (48) 115 (32)
NA 9(2)
Stem-cell source (n, %) <0.001 <0.001 0.566
Peripheral blood 443 (99) 351 (92) 336 (34)
Bone marrow M 29(8) 23(6)
NA 1(0)
Conditioning (n, %) 0.999 0.055 0.069
RIC 341 (76) 291 (77) 294 (82)
MAC 105 (24) 89 (23) 64 (18)
Use of ATG (n, %) <0.001 <0.001 <0.001
Yes 399 (89) 193 (51) 259 (72)
No 47 (11) 187 (49) 100 (28)
SOSNOD development (EBMT criteria) (n, %) 0472 <0.001 <0.001
SOSVOD 43 (10) 32(8) 6(2)
No SOSNOD 401 (90) 348 (92) 353 (98)
Onset of SOSNVOD (median, range) d+9 (d+3tod+30) d+8 (d0tod+24) d+10(d+1tod+1T)
Median CIBMTR score (range, IQR)
SOSVOD n=32, rest n=29, rest n=>5, rest

of data NA: 1.51 of data NA: 1.9 of data NA: 1.7
(0.56-4.48; 0.82-2.3T)  (03-8.7; 1.4-3.1) (07-3.7; 1.0-2.7)
No SOSAOD n=338, rest n=333, rest n=347, rest
of data NA: 101 of data NA: 1.2 of data NA: 1.0
(0.32-9.72;0.76-1.80)  (04-20.6;09-2.1)  (03-9.1;08-1.7)
Median EASIX-d0 (range, IQR)
S0SVOD n=Al, rest n=32, rest n="6 rest
of data NA: 40.26: of data NA: 8.6 of data NA: 74
(5.23-865.06; 14.72-80.38) (0.2-41.0; 34-154)  (4.0-17.1;5.8-148)
No SOSVOD n=376, rest n=348, rest n=353, rest
of data NA: 16.06 of data NA: 2.3 of data NA: 7.5
(0.38-575; 6.00-36.54)  (02-99.2;09-7.5)  (0.2-1958;2.1-149)

SOS/VOD: sinusoidal obstruction syndrome/veno-occlusive disease; UDA: ursodeoxycholic acid; alloSCT allogeneic stem cell transplantation; NA: not available; AML: acute myeloid leukemia;
MDS: myelodysplastic syndrome; ALL: acute lymphocytic leukemia; CLL: chronic lymphocytic leukemia; MPN: myeloproliferative neoplasms; CML: chronic myeloid leukemia; MM: multiple
myeloma; RIC: reduced intensity conditioning; MAC: myeloablative conditioning: ATG: antithymocyte globulin: KPS: Kamofsky Performance Score; IQR: interquartile range; CIBMTR: Center for
International Blood and Marrow Transplant Research; EBMT: European Group for Blood and Marrow Transplantation; EASIX-d0: EASIX assessed at the day of alloSCT, n: number; d: day:
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(OR per log, increase 1.31, 95%CI:1.08-1.59, P=0.0067)
(Figure 2A). Similarly, EASIX-d0 was strongly associated
with the incidence of SOS/VOD in the validation cohort
(univariable analysis: OR per log, increase 1.50, 95%CI:
1.22-1.88, P=0.0002; multivariable analysis: OR per log,
increase 1.57, 95%CI: 1.26-2.01, P=0.0001) (Figure 2B).

Based on these data, we have created the EASIX-d0
SOS/VOD calculator for free public use (futp://biostatis-
tics.dkfz.de/EASIXY).

Association of EASIX-d0 with overall survival and
non-relapse mortality

In the training cohort, EASIX-d0 was significantly asso-
ciated with OS and NRM in univariable analysis (OS: HR
per log, increase 1.20, 95%Cl: 1.12-1.29, P<0.0001; NRM:
cause-specific hazard ratio [CSHR] per log, increase 1.25,
95%CI: 1.14-1.38, P<0.0001) (Figure 3A and C). Likewise,
EASIX-d0 was significantly associated with OS and NRM
in the validation cohort in univariable analysis (OS: HR

A Training cohort

. Wilcoxon P=0.00012
1

10.0-

EASIXd0_|

per log, increase 1.10, 95%CI: 1.02-1.18, P=0.0124; NRM:
CSHR per log, increase 1.18, 95%CI: 1.06-1.32, P=0.0024)
(Figure 3B and D).

Association of the CIBMTR clinical risk score with
sinusoidal obstruction syndrome/veno-occlusive
disease incidence, overall survival and non-relapse
mortality

In the training cohort, a non-significant trend towards a
higher median CIBMTR score was observed in patients
who subsequently developed SOS/VOD as compared to
patients who did not develop SOS/VOD (1.51; IQR 0.82-
2.37 vs. 1.01; IQR 0.76-1.80, P=0.069). In the validation
cohort, the median CIBMTR score in patients with
SOS/VOD was significantly higher than that in patients
without SOS/VOD (1.92; TQR 1.44-3.09 vs. 1.20; QR
0.89-2.15, P=0.00053). On time-to-event analysis, howev-
er, the association of the CIBMTR score with SOS/VOD
incidence was not statistically significant in the training
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Figure 1. Endothelial Activation and Stress Index (EASIX) assessed at the day of alloSCT (EASIX-d0) in patients without sinusocidal obstruction syndrome/veno-occlu-
sive disease (SOS/VOD) versus EASIX-d0 in patients with SOS/VOD. Box plot of EASIX-dO in patients without SOS/VOD (No VOD) versus EASIX-dO in patients with

S0S/VOD (VOD)) in (A) the training and (B) the validation cohort.
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cohort (univariable analysis: OR per log, increase 1.19,
95%ClI: 0.87-1.54, P=0.2288) (Figure 4A) nor in the valida-
tion cohort (univariable analysis: OR per log, increase
1.07, 95%CI: 0.92-1.20, P=0.308) (Figure 4B).

Brier score based on observed SOS/VOD incidence in
the training cohort (null model) is 0.0774 in the validation
cohort. Inclusion of EASIX-d0 leads to a reduction in the
quadratic prediction error (0.0735) of approximately 5%.
In contrast, Brier score of the CIBMTR score model
(0.0771) is similar to the Brier score of the null model.

In both cohorts, the CIBMTR score was not predictive
of OS or NRM (univariable analysis, training cohort, OS:
HR. per log, increase 1.08, 95%CI: 0.95-1.22, P=0.2264;
NRM: CSHR per log, increase 1.15, 95%CI: 1.00-1.33,
P=0.0565; validation cohort, OS: HR per log, increase
1.03, 95%CI: 0.97-1.09, P=0.4126; NRM: CSHR per log,
increase 0.95, 95%CI: 0.84-1.08, P=0.4648).

Effect of pravastatin/ursodeoxycholic acid on
sinusoidal obstruction syndrome /veno-occlusive
disease incidence

Patients undergoing alloSCT in Heidelberg after January
2010 received pravastatin and UDA as routine prophylaxis
of endothelial complications after alloSCT. In this cohort
of 359 consecutive patients transplanted in Heidelberg
between January 2010 and December 2015, the SOS/VOD
incidence was significantly lower than in the training and

validation cohorts treated without endothelial prophylax-
is (1.7%, vs. 9.6% and 8.4%, P<0.0001) (Figure 5A). Next,
we focused on the effect of pravastatin/UDA prophylaxis
on SOS/VOD incidence, NRM and OS in a population at
increased risk for SOS/VOD, defined by the highest
EASIX-d0 quartile in each of the three cohorts. The
patient cohort at increased risk that received
pravastatin/UDA showed a significantly lower SOS/VOD
incidence (Figure 5B), lower NRM (Figure 5C), and higher
OS (Figure 5D) compared to the high-risk patient popula-
tions in the training and validation cohorts.

Discussion

In this retrospective cohort analysis, EASIX-d0 was
found to be an independent predictor of SOS/VOD risk,
OS5 and NRM in adult patients receiving alloSCT. EASIX-
dO constitutes the first validated biomarker for defining a
subpopulation of alloSCT recipients at high risk for
SOS/VOD. It consists of routine laboratory parameters
enabling easy implementation in any transplant center.
EASIX-d0 seems to be a readily available tool for stratify-
ing patients into high- and low-risk populations, which
could be useful to improve clinical management of
SOS/VOD, and for identifying patient subsets for clinical
trials on SOS/VOD prophylaxis. Outside of clinical stud-
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ies, patients with high EASIX-d0 scores might benefit
from closer monitoring of emerging clinical SOS/VOD
signs and early interventions.

EASIX-d0 has to be put into perspective with the
CIBMTR SOS/VOD clinical risk score, which has been
recently described as a predictive tool to identify patients
at high risk of developing SOS/VOD." The CIBMTR score
has been established using a large sample from the
CIBMTR database and consists of select baseline parame-
ters which are partly fixed (age, hepatitis B/C serology,
Karnofsky performance score, diagnosis, disease status at
transplant) and partly subject to intervention (use of
sirolimus, conditioning regimen). It has been shown to be
predictive for SOS/VOD but not for NRM and OS.* In the
present study, the CIBMTR score exhibited only a weak
association with SOS/VOD incidence and no association
with NRM or OS. One explanation for this discrepancy
might be that the two European cohorts investigated in
the current study differed in some respects from the
CIBMTR cohort. First, in vivo T-cell depletion with ATG
was administered in most patients in the two European
cohorts, whereas the majority of the CIBMTR patients did
not receive ATG for GvHD prophylaxis.” Second, most
patients in our two cohorts were conditioned with
reduced intensity conditioning (RIC), whereas only a
minority of patients from the CIBMTR database received
an RIC regimen.” Third, sirolimus was administered in
8% of the patients from the CIBMTR database,” whereas
none of our patients received sirolimus prophylaxis. This
is relevant because sirolimus was a risk factor for
SOS/VOD development in the CIBMTR analysis. In addi-
tion, registry data might be prone to consistency deficits,
while we had immediate access to the primary data ensur-
ing the high quality of the data used in our study. Of note,
the CIBMTR score has been primarily validated in a large
population. We have validated the current EASIX-VOD
score in smaller cohorts. Therefore, further validation is
needed. The EBMT is currently conducting a prospective
non-interventional study on the value of the EASIX score
to predict alloSCT-related endothelial complications.
Furthermore, we expect that data from several retrospec-
tive cohorts in different centers will soon be available.

Based on previous publications on the efficacy of UDA
and statins in the protection of the endothelium,®** the
Heidelberg alloSCT group decided to administer pravas-
tatin and UDA as prophylaxis for alloSCT recipients trans-
planted after January 2010. UDA is a synthetic bile acid
that reduces the incidence of SOS/VOD, and is associated
with less liver toxicity and better survival rates** Statins
have not been extensively studied for the prevention of
endothelial complications. However, its pleiotropic effects
include, besides the inhibition of cholesterol synthesis,
improving endothelial function, reducing oxidative stress
and inflammation, and decreasing thrombogenic proper-
ties.”” Statins may therefore be beneficial in the preven-
tion of endothelial complications. Accordingly, we
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